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研究成果の概要（和文）：過剰なEGFRシグナルは細胞の癌化につながる。我々はLRRK1が、EGFRの細胞内トラフィック
を制御することで、EGFRシグナルを時空間的に制御していることを明らかにした。LRRK1は、（１）EGFRの早期エンド
ソームから後期エンドソームへの移行を制御すること、（２）ESCRT-0構成因子STAM1と結合し、EGFRのエンドソーム内
腔への取り込みを制御すること、を明らかにした。またLRRK1は、CLIP-170をリン酸化することで、EGFRの輸送開始に
重要なことも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Excess signal from EGFR leads to tumorigenesis. We reveal that LRRK1 regulates EGF
R signal spatiotemporally through the regulation of intracellular trafficking of EGFR. Our findings indica
te that  (1) LRRK1 regulates EGFR transport from early to late endosomes, and (2) LRRK1 regulates efficien
t sorting of EGFR to the inner vesicles of endosome by interacting with STAM1, a component of ESCRT-0 comp
lex. Furthermore, LRRK1 plays an important role in the initiation of EGFR trafficking by phosphorylating C
LIP-170.
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１．研究開始当初の背景 
 これまで申請者は Ras/MAPキナーゼ経路
のネガティブフィードバック因子Sproutyの
解析から、細胞の増殖／分化には MAPキナ
ーゼ活性の ON/OFF だけでなく、活性化時
間が重要であることを明らかにしてきた
（Hanafusa et al., Nature Cell Biology, 4 
2002; Hanafusa et al., J.Biol.Chem., 279 
2004; Hanafusa et al., Nature Cell Biology, 
11 2009）。Ras/MAP キナーゼ経路の活性化
異常は、細胞の癌化を引き起こす事が知られ
ている。上皮成長因子受容体（EGFR）シグ
ナルは、Ras/MAP キナーゼを活性化させる
主要なシグナルの１つである。最近我々は、
ROCO ファミリーキナーゼ LRRK1 が、
EGFR の細胞内トラフィックを制御するこ
とで EGFR シグナルを時空間的に制御して
いることを見いだした。 
 LRRK1は１分子内に Ras様GTPaseドメ
インとMAPKKK様キナーゼドメインをもつ
ユニークな蛋白質である。LRRK1 のファミ
リー分子 LRRK2が、家族性パーキンソン病
原因遺伝子 Park8 であることが明らかにな
り、臨床的にも非常に注目を集めている。し
かしこれまで LRRK1及び LRRK2の機能や
生理的役割に関してはほとんど明らかにな
っていなかった。我々は液層クロマトグラフ
ィー質量分析法を用いて LRRK1と相互作用
する分子を探索した。その結果、EGFRシグ
ナル経路においてアダプター分子として機
能するGrb2や微小管＋端結合分子CLIP170
などを同定した。これらの分子は EGFR細胞
内トラフィックに関与することから、EGFR
シグナルに注目し LRRK1の機能解析を行っ
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、以下の３点について解析
を進め、LRRK1による EGFR細胞内トラフ
ィック制御機構の分子機構の解明を目指し
た。 
（i）LRRK1キナーゼ活性の制御機構の解明 
パーキンソン病患者で見つかった LRRK2の
変異の多くがキナーゼ活性を亢進させてい
ることから、臨床的にも LRRK1、LRRK2
のキナーゼ活性制御機構の解明は重要であ
ると考えられる。 
（ii）LRRK1 による EGFR 輸送（ダイニン
モーター蛋白質に依存）の制御機構の解明 
LRRK1はキナーゼ活性依存的にEGFRの早
期エンドソームから後期エンドソームへの
移行を制御していることを明らかにしてい
た。またこの移行は、微小管上を Dyneinモ
ーター蛋白質依存的に行われている。そこで
LRRK1 と相互作用する分子 Grb2 及び微小
管＋端結合分子 CLIP170に注目し、LRRK1
による EGFR輸送の機構の解明を目指した。 
（iii）LRRK1の基質の探索 
LRRK1はキナーゼ活性依存的にEGFRの細
胞内輸送を制御しているため、基質の同定は

重要な課題であった。CLIP170は細胞内でリ
ン酸化により制御されていることが知られ
ていたことから、LRRK1が CLIP170をリン
酸化し、EGFR輸送制御に機能していないか
検討した。 
 
３．研究の方法 
目的の３点について以下の計画をたてた。 
（１）LRRK1 キナーゼ活性制御機構の解明 
 LRRK1 は１分子内に Ras 様 GTPase ドメイ
ンと MAPKKK 様キナーゼドメインをもつ。こ
のことから、GTPase ドメインが自身のキナー
ゼドメインを制御している可能性を検討し
た。まず Ras などで知られている GTP 結合型
変異およびGDP結合型変異と相同なアミノ酸
に変異を導入し、GTPase 活性を固定したさい、
LRRK1 のキナーゼ活性が変化するか in vitro
キナーゼアッセイを行い検討した。LRRK1 の
基質は不明であったため、LRRK1 の自己リン
酸化能を指標に、キナーゼ活性を検討した。
さらに、GTPase 活性を変化させる分子、翻訳
後修飾について検討を行った。 
（２）LRRK1 による EGFR 輸送（ダイニンモー
ター蛋白質に依存）の制御機構の解明と（３）
LRRK1 の基質の探索 
 LRRK1 と結合する分子として Grb2 及び
CLIP170 を同定していた。そこで LRRK1 がこ
れらの分子を介して EGFR 輸送を制御してい
ないか検討した。また CLIP170 に関しては、
LRRK1 の基質として機能していないか検討し
た。具体的には、CLIP170 を断片化したリコ
ンビナントタンパク質を作製し、LRRK1 によ
るリン酸化の有無を in vitro キナーゼアッ
セイにより検討した。さらにリン酸化がみら
れた場合は、質量分析によってリン酸化部位
の同定を試みた。また LRRK1 による EGFR 輸
送の制御機構解明には、蛍光ラベルした EGF
を用いたタイムラプス観察や、siRNA を用い
た内在性 LRRK1、CLIP170 のノックダウンに
よる効果、GST-pull ダウン法によるダイニン
／ダイナクチン構成因子との結合の変化な
どの手法を組み合わせ、検討を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究から、LRRK1 は（１）アダプター分
子 Grb2 を介し、活性化した EGFR と複合体を
形成すること、（２）LRRK1 はキナーゼ活性依
存的にEGFRの微小管上の輸送を制御し、EGFR
の早期エンドソームから後期エンドソーム
への移行を制御すること、（３）LRRK1 は
ESCRT-0複合体構成因子STAM1と結合し、EGFR
のエンドソーム内腔への取り込みを制御す
ること、（４）LRRK1はCLIP170をリン酸化し、
CLIP170 とダイナクチンとの結合を促進する
ことで、EGFR 輸送の開始に機能していること、
を明らかにした。 
 
（１）LRRK1 は Grb2 を介して EGFR と、EGF
刺激依存的に結合することを明らかにした。
その後、細胞膜からとりこまれた EGFR-LRRK1



複合体は early endosome に共局在し、細胞
膜へとリサイクルされるか、リソソームへと
運ばれ分解されるか選別される（Nature 
Commun. 2011）。 
 
（２）early endosome に局在した EGFR-LRRK1
はダイニンモータータンパク質依存的に微
小管上を輸送され、late endosome へと運ば
れて行く。この過程で、EGFR は LRRK1 の 944
番目のチロシンをリン酸化し、LRRK1 のキナ
ーゼ活性を抑制していることを明らかにし
た（MBC 2013）。恒常的に活性化した LRRK1
を発現させると、EGFR を含むエンドソームの
輸送が過剰に生じ、核近傍に肥大化した未成
熟なエンドソームを形成してしまう。また
EGFR のリソソームでの分解も阻害される。 
 
（３）LRRK1 はエンドソーム膜上で ESCRT-0
複合体構成因子 STAM1 と相互作用し、ユビキ
チン化された EGFR をエンドソーム内腔に取

り込むのに機能していることを明らかにし
た（Nature Commun. 2011）。エンドソーム内
腔への取り込みは、リソソーム分解経路への
選別に必須の過程であり、LRRK1 はスキャホ
ールドタンパク質としてこの過程に重要な
役割を果たしていた。 
 
（４）LRRK1 はキナーゼ活性依存的に EGFR の
微小管上の輸送を制御している。また LRRK1
のキナーゼ活性は、自身の GTPase ドメイン
が制御していることを明らかにした（MBC 
2013）。GTP 結合型 LRRK1 はキナーゼ活性が亢
進しており、GDP 結合型 LRRK1 ではキナーゼ
活性はみられなかった。さらに LRRK1 の基質
を探索したところ、LRRK1 は in vitro で
CLIP170 の C 末を強くリン酸化することがわ
かった。質量分析を用いてリン酸化候補部位
を探索したところ、CLIP170 C 末の zinc 
knuckle ドメイン内にリン酸化部位が存在す
ることが明らかとなった。Zinc knuckle ドメ
インは、CLIP170 と p150 Glued（ダイナクチ
ン）との結合に重要なことが知られている。
LRRK1 による CLIP170 のリン酸化は、この結
合を促進し、EGFR のダイニン依存的な輸送に
重要なことを明らかにした。LRRK1 は EGFR と
ともにダイニン／ダイナクチンと複合体を
形成している。タイムラプス観察を用いた解
析から、微小管の伸長にともなって伸びてき
た微小管のプラス端に局在する CLIP170 が、

LRRK1 複合体と相互作用したさい、LRRK1 が
CLIP170 をリン酸化すると、ダイナクチンと
CLIP170 との結合が促進され、EGFR-LRRK1-
ダイニン／ダイナクチン複合体が微小管プ
ラス端にローディングされる。その後、ダイ
ニン依存的に EGFR-LRRK1 を含むエンドソー
ムが、微小管上をマイナス端方向に輸送が開
始されていくことがあきらかとなった。 
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